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(57) Abstract

A process for producing chitosan-glucan complexes from biological sources by treating the biological sources with solutions in which
a) chitin-containing microorganisms as biological sources are treated at least once with a first alkaline solution, b) the product obtained from
step a) is then treated with diluted mineral acid, c) this is followed by a further treatment with a second alkaline solution, the alkalinity of
which is greater than that of the alkaline solution in step a), until the incomplete deacetylisation of the fraction obtained from step b) and
d) the solid components are separated, the excess is ejected and the residue is neutralised and washed with water.

(57) Zusammenfassung

Verfahren zur Herstellung von Chitosan-Glukan-Komplexen aus biologischen Quellen durch Behandlung der biologischen Quellen
mit Losungen, dadurch gekennzeichnet, daB a) als biologische Quellen chitinhaltige Mikroorganismen mindestens einmal mit einer ersten
alkalischen Losung behandelt werden, b) danach das aus Schritt a) erhaltene Produkt mit verdiinnter Mineralsiure behandelt wird, ¢)
woraufhin eine weitere Behandlung mit einer zweiten alkalischen Losung erfolgt, deren Alkalitit groBer als diejenige der alkalischen
Lbsung aus Schritt a) ist, zur nicht vollstdndigen Deacetylierung der aus Schritt b) erhaltenen Fraktion, d) Abtrennen der festen Bestandteile,
Verwerfen des Uberstandes, Neutralisation und Waschen des Rilckstandes mit Wasser.
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Verfahren zur Herstellung von Chitosan-Glukan-Komplexen,

daraus herstellbaren Massen und deren Verwendung

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur
Herstellung von Chitosan-Glukan-Komplexen geméf Oberbegriff
des Anspruchs 1, eine Masse bestehend im wesentlichen aus
einem Chitosan-Glukan-Komplex erh&ltlich durch das er-
findungsgemafle Verfahren, daraus geformte Massen, ein Wund-
heilungsmittel sowie Verwendungen der erfindungsgem&Ren

Masse.

Zellwédnde von Mikroorganismen, die Chitin enthalten, werden
bereits flir viele Anwendung im Stand der Technik eingesetzt.
So ist es mdglich mit Mikroorganismen Metallionen aus Wasser
zu binden und zu akkumulieren. Die sorptive Potenz der
Mikroorganismen wird auf die Zellwande zurlickgefithrt. Ins-
besondere Zellwadnde von mikroskopischen Pilzen, Aktinomyzeten
und Hefen weisen verschiedene Komplexe von Polysacchariden
auf. So besteht beispielsweise bei Neurospora crassa, Peni-
cillium sp., Aspergillus sp. die innere Schicht der Zellwand
aus Chitinmikrofasern, die in einer 1,3-Polyglukanmatrix
eingesenkt sind. Die Zellwédnde bilden eine Schranke gegen
viele schddliche Umwelteinfllisse und besitzen eine Schutz-
funktion fur die entsprechenden Mikroorganismen. So kann der

Chitingehalt in Pilzen bis zu 45% der Zellbestandteile (z.

ORIGINAL UNTERLAGEN
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B. beim Penicillium digitatum) erreichen. Aus Chitin 1l&aRt
sich ein wichtiges Aminopolysaccharid, Chitosan, erhalten.
Die primaren Aminogruppen des Chitosans oder seiner Komplexe
kénnen bestimmte Bindungen mit Metallionen selektiv eingehen.
Chitosan ist als Sorbens in der Schwermetalleliminierung und
als Flockulationsmittel flir negativ geladene Kolloide einge-
setzt worden. Desweiteren ist es fir Polymeren auf Chitin-
basis bekannt, dafl diese eine Erniedrigung des Cholesteringe-

haltes bewirken kénnen.

Chitosan kénnte eine grofse Bedeutung fir die Anwendung auf
vielen Gebieten der Technik erreichen. Bislang ist jedoch
kein zufriedenstellendes Verfahren bereitgestellt worden,
Chitosanderivate 2zu erhalten, die beispielsweise in der
Medizin, Nahrungsmittelindustrie oder Umwelt- und Ent-
sorgungstechnik eingesetzt werden kénnen. So wird bislang,
ausgehend von Myzelien, beispielsweise aus Rhizopus arhisus,
das entsprechende Myzel mit 4%-iger Natriumdodecylsulfat-
lésung, einem aggressiven Detergenz, behandelt, mechanisch
zerstdrt, zentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Dadurch
ist jedoch eine totale Zerstdrung der nativen Zellwand-
struktur unvermeidlich. Dies wirkt sich negativ auf das
Sorptionsvermbgen aus. Es ist desweiteren bekannt, beispiels-
weise Zellen von Saccharomyces cerevisiae mit denaturierenden
Agenzien wie 8 M Harnstoffldsung, 1 M Kalilauge und 33 mM
Essigsdure-Lésung 2zu bearbeiten. Hier werden Substanzen
erhalten, die nur eine niedrige Sorptionskapazit&t fur
Schwermetallionen aufweisen. Diese Methoden sind in Bio-
technol. & Bioeng., Vol. 24, N2, Seite 385 - 401, 1982, The
Mechanism of Uranium Biosorption by Rhizopus arhisus, The
Fungi Eds. Ainsworth G. C., Sussman A. V., Academic Press
1965, p. 46 - 76 sowie in der GB-2,188,135 Al beschrieben.
GB-2,102,506 betrifft die Gewinnung chitinhaltiger Stoffe
aus den Schimmelpilzen Mucor mucedo und Risomucor miecheli.
Dabei wird mit 8%-iger H,0,-Ldésung eine Stunde bei 100°C
inkubiert und anschlieffend mit Natriumsilikatldésung be-

handelt. Es wird eine Masse erhalten, die einen hohen
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Protein- und Aschegehalt aufweist. Dies kann sich negativ
auf die Flexibilit&t der entsprechenden Massen auswirken.
Die Gewinnung chitinhaltiger Stoffe flir den Einsatz in der
Wundheilung wird in der US 3,632,575 beschrieben. Dabei
erfolgt zundchst eine Chloroformextraktion, eine Behandlung
mit 1,0 N Natronlauge, 18 Stunden bei Raumtemperatur, gefolgt
von einer Zugabe niedrig konzentrierter Salzsdure und einer
Dialyse mit destilliertem Wasser. Hierbei ist die Chloroform-
extraktion ein groftechnisch problematischer Schritt, da die
Verwendung grofler Chloroformmengen aus &kologischen und

arbeitsplatzhygenischen Griinden nicht zu empfehlen sind.

Die DE 29 23 802 Al betrifft ein Verfahren, Myzelien des
Schimmelpilzes Mucor rouxii mit 40%-iger Natronlaugeldsung
bei 128°C vier Stunden lang zu behandeln. In &hnlicher Weise
werden beispielsweise Myzelien von Apergillus niger mit 40%-
iger Natronlauge 6 Stunden lang behandelt. Man erhdlt einen
Chitosan-Glukan-Komplex von 32 bis 52% des Gesamtgewichts
der Pilzmyzelien, wobei der erhaltene Chitin-Glukankomplex
Schwermetallionen, z. B. Kupfer, binden kann. Nachteilig an
diesem Verfahren ist jedoch, daR es unméglich ist, den ge-
forderten Reinheitsgrad betreffend Proteine, Fette und
Carbonate in diesem Komplex zu gewdhrleisten. Ein hoher
Carbonatgehalt wirkt sich ebenfalls negativ auf die Flexibi-
litédt und Anwendbarkeit der erhaltenen Massen aus. Des-
weiteren ist nachteilig, daf die native Struktur der
Schimmelpilzzellwénde vollst&ndig zerstdrt wird und eine
Regulierung des Deacetylierungsgrades von Chitin ebenfalls

nicht méglich ist.

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem besteht
darin, ein Verfahren anzugeben, das zundchst in allgemeiner
Form die Nachteile des Standes der Technik vermeidet, also
insbesondere in der Lage ist, die Pilzmyzelien so aufzuar-
beiten, daf eine moglichst weitgehende Verwendung in unter-
schiedlichen Bereichen der Technik méglich wird sowie ins-

besondere den Deacetylierungsgrad zu steuern. Desweiteren
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soll das Verfahren umweltmdffig unbedenklich und dabei wirt-

schaftlich sein.

Uberraschenderweise wird das der Erfindung zugrundeliegende
Problem geldést durch ein Verfahren gemdf2 den Merkmalen des
Anspruchs 1. Die Unteranspriche 2 bis 9 betreffen bevorzugte

Ausfihrungsformen des erfindungsgeméfien Verfahrens.

Beim erfindungsgemafen Verfahren =zur Herstellung von
Chitosan-Glukan-Komplexen geht man von biologischen Quellen
aus, die im wesentlichen chitinhaltige Mikroorganismen sind.
Diese werden mit L&ésungen behandelt, wobei das erfindungs-
gemafRe Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daf die chitin-
haltigen Mikroorganismen mindestens einmal mit einer ersten
alkalischen Ldésung behandelt werden. Danach wird das aus
diesem Schritt erhaltene Produkt mit verdiinnter Mineralsdure
behandelt. An diesen Schritt schliefft sich eine Weiterbe-
handlung mit einer zweiten alkalischen Ldsung an, wobei die
Alkalit&t der zweiten alkalischen Lésung grdéRRer ist als
diejenige der ersten alkalischen L&sung. Die Alkalité&t der
zweiten alkalischen Lésung ist so eingestellt, dafl eine
Deacetylierung des aus dem vorhergehenden Schrittes er-
haltenen Produktes nicht vollstandig erfolgt. Danach schliefdt
sich das Abtrennen der festen Bestandteile aus dieser Be-
handlungsstufe an gefolgt vom Verwerfen des Uberstandes,
Neutralisation des RlUckstandes und Waschen des Ruckstandes

mit Wasser.

Das erfindungsgemédfie Verfahren besitzt den Vorteil, das es
in schonender Weise die Pilzmyzelien modifiziert, so dafd zum
einen die native Struktur der Zellwadnde im wesentlichen
erhalten bleibt und der Deacetylierungsgrad steuerbar ist.
Dies ist insbesondere von Vorteil zur Einstellung der Eigen-
schaften der mit dem erfindungsgemdfien Verfahren erhdltlichen
erfindungsgemdflen Massen 1ist, um diese verschiedensten
Anwendungsbereichen zuzufuhren. So ist 2zum Beispiel ein

héherer Acetylierungsgehalt wunschenswert, wenn die er-
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findungsgeméfien Massen, beispielsweise zur Wundheilung einge-
setzt werden. Soll jedoch das aus dem erfindungsgemifen
Verfahren erhdltliche Produkt beispielsweise als Sorbens
eingesetzt werden, kann es vorteilhaft sein, den Deacety-
lierungsgrad zu erhéhen, um tber freie Aminogruppen weitere

Komplexierungsstellen bzw. Sorptionsstellen zu erhalten.

Im erfindungsgemédfen Verfahren werden vorzugsweise chitin-
haltige Mikroorganismen, wie 2Zygomyzeten, Ascomyzeten,
Plectomyzeten, Streptomyzeten, Pyrenomyzeten, Discomyzeten
und/oder Hefen eingesetzt. Dazu gehdren insbesondere
Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp., Phycomyces sp.,
Choanephora sp., Zygorrhynchus sp., Blakesila sp., Actino-
myces sowie Saccharomyces sp. Vorzugsweise werden die ge-
nannten Mikroorganismen im Stadium ihres hdchsten Chitinge-
haltes und/oder im Endzustand ihrer Anwendung flir in-
dustrielle Zwecke eingesetzt. Grundsatzlich kommt es jedoch
auf den Entwicklungszustand nicht an. Diese Pilze bzw. Hefen

zeichnen sich durch einen Chitingehalt in ihrer Zellwand aus.

Erfindungsgemaf wird bevorzugt, daf die Behandlung mit der
ersten alkalischen L&ésung gemafl Schritt a) des Anspruchs 1

zwei- bis viermal erfolgt.

Die Alkalité&t der ersten alkalischen Lésung betragt vorzugs-
weise 1 bis 15%, insbesondere 5 bis 10%. Die Temperaturen
liegen vorzugsweise im Bereich von 50 bis 110°C und ins-
besondere bei 60 bis 90°C.

Vorzugsweise betrdgt die Normalitidt der zu verwendenden
Mineralsdure im Schritt b) des Anspruchs 1 0,5 bis 5. Als
Mineralsdure kommen Salzsdure, Salpetersiure, ortho-Phosphor-
sdure oder Kombinationen davon in Frage. Weniger bevorzugt
ist Schwefelsiure, da bei Behandlung mit Schwefelsiure eine
Tendenz zur Ausfdllung von Sulfaten nicht immer zu verhindern

ist.
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Vorzugswelise betragt die Konzentration der zweiten
alkalischen Ldsung gemdff Schritt c) des Anspruchs 1 10 bis
35%, insbesondere 20 bis 30%. Die Behandlungstemperatur liegt
vorzugsweise zwischen 90 und 150°C und die Behandlung dauert
vorzugsweise zwischen 30 und 180 min., insbesondere zwischen
60 und 120 min., und besonders bevorzugt zwischen 60 und 90
min. Erfindungsgemdff werden bevorzugt Natronlauge oder
Kalilauge eingesetzt. Erfindungsgemafs werden die chitin-
haltigen Myzelien der Schimmelpilze also vor ihrer Deacety-
lierung mit weniger konzentrierter Laugenldsung behandelt,
um beispielsweise Pigmente, Fette und Proteine 2zu eli-
minieren. Die Demineralisierung erfolgt mit niedrig kon-
zentrierter Mineralsdure, vorzugsweise bei Raumtemperatur.
Die so bearbeiteten Pilzmyzelien werden dann mit der zweiten
alkalischen Lésung deacetyliert. Aus elektronenmikros-
kopischen Untersuchungen ergibt sich, daf# nach dem er-
findungsgemafen Verfahren die native Struktur der Zellwande
weitestgehend erhalten bleibt. Die erfindungsgemifl geforderte
Demineralisation gemaf Schritt b) des Anspruchs 1 entfernt
Salze von den Zellwanden, vorzugsweise nach eier Behandlungs-

zeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur.

Die Vorteile des erfindungsgemdfien Verfahrens liegen darin,
daf die damit gewinnbaren Chitosan-Glukan-Komplexe nur einer
relativ geringen Laugenkonzentration ausgesetzt waren, daf3
kurze Inkubationszeiten eingehalten werden kénnen, daf
Verbesserungen des Reinheitsgrades des Komplexes erzielbar
sind, die nativen Strukturen der Zellwand erhalten bleiben.
Dadurch lassen sich hocheffektive neue Sorbentien zur Ver-
fliigung stellen, die biologisch abbaubar und nicht toxisch
sind. Damit erdffnen sich neue Einsatzgebiete dieser
Materialien, zum Beispiel in der Medizin, Nahrungsmittelindu-

strie und dem Umweltschutz.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind mithin durch das
erfindungsgemafe Verfahren erhdltliche Massen, die im wesent-

lichen aus einem Chitosan-Glukan-Komplex bestehen. Im wesent-
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lichen bedeutet hier, da auch noch geringe Mengen anderer
Substanzen, insbesondere Chitin oder mit Acetylgruppen oder
Restmineralien, in dem Material enthalten sein kénnen. Der

Reinheitsgrad ist jedoch sehr hoch.

Die nach dem erfindungsgemdfen Verfahren erhiltlichen er-
findungsgemdflen Massen zeichnen sich insbesondere dadurch
aus, daR die Struktur der Zellwand der Mikroorganismen, aus
der die Massen stammen, noch weitestgehend intakt sind. Der
Ascheanteil dieser Materialien liegt unter 10%. Dies ist
ebenfalls eine Angabe, die den Begriff "im wesentlichen" fiir

den Fachmann hinreichend erliutert.

Die erfindungsgemifen Massen lassen sich in ihrem Deacety-
lierungsgrad mittels des erfindungsgemifen Verfahrens beein-
flussen. So kann durch eine Erhéhung der Expositionszeit des
Myzels mit ErhShung der zweiten alkalischen Lésung eine
erhdhte Deacetylierung erzielt werden, wohingegen die Be-
handlung mit geringerer Laugenkonzentration oder bei
niedrigerer Temperatur innerhalb kiirzerer Zeit ein geringerer

Deacetylierungsgrad einstellbar wird.

Aus den erfindungsgemdfRen Massen lassen sich geformte Massen
herstellen, indem beispielsweise eine Suspension der er-
findungsgeméfien Masse einer Gefriertrocknung unterzogen wird.
Die geformten Massen kénnen insbesondere in Form von pordsen
Filmen, wie Membranen, Matten, Pflastern, Vliesen, insbe-
sondere in Form sogenannter Non-Woven-Textilien, oder Faden
vorliegen. Die geformten Massen kénnen auch aus einer ersten
Masse, die aus der erfindungsgemifen Masse besteht, und einer
zweiten Zellulose enthaltenden Masse geformt sein. Insbe-
sondere kdénnen solche geformten Massen in Form einer Folie
oder einer blattartigen Struktur vorliegen. Aus den geformten
oder den ungeformten Massen gemif der Erfindung lassen sich
insbesondere Wundheilungsmittel herstellen, vorzugsweise in
Folien- oder Streifenform. Diese kénnen dann als Pflaster
auf eine Wunde aufgelegt, die Heilung dieser Wunde be-
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schleunigen. Wird die erfindungsgemidfie Masse in Faden ge-

formt, kénnen diese als chirurgische Wundnahtmaterialien

eingesetzt werden.

Als weitere Anwendungsgebiete kommen die erfindungsgemafen
Massen als Enterosorbentien in Frage. Darunter sind
Sorbentien zu verstehen, die aus Kdrperflissigkeiten, wie
Blutserum, oder im Magen Substanzen zu binden vermdégen. Dazu
gehdren beispielsweise Cholesterin oder andere Stoffe, die
z. B. in pathologischen Fallen in erhdhter Konzentration auf-
treten. Ebenso lassen sich andere Kérperflissigkeiten, wie
beispielsweise Urin mit diesen Sorbentien reinigen. Es kdnnen
aufgrund der sorptiven Potenz insbesondere Bakterien und
Toxine, unerwunschte Enzyme etc. gebunden werden. Auf der
sorptiven Potenz der erfindungsgemafien Massen beruht auch
der Anwendungsbereich als Wundabdeckung, wodurch beispiels-
weise eine Gewebeentwdsserung erfolgt. Vorteilhaft wirkt sich
hierbei insbesondere die Einwirkung hydrolysierender Enzyme,
wie Lysozym, auf die erfindungsgemdfien Massen aus. Dabei
entstehen Oligosaccharide, die eine Heilwirkung aufweisen
kénnen, wie beispielsweise Oligomere aus oder mit N-Acetyl-
Glukanamin. In solchen Fédllen kann es also sinnvoll sein,
den Deacetylierungsgrad méglichst gering zu halten, um eine
hohe Freisetzung der gewlnschten Oligosaccharide zu gewdhr-
leisten. Aufgrund des sorptiven Charakters kann die er-
findungsgemdRe Masse bateriostatisch oder gar bakterizid
wirken, indem Bakterien adsorbiert werden. Dies ist ins-
besondere vorteilhaft bei der Verwendung der erfindungs-
geméfRen Massen als Wundabdeckung oder Enterosorbens. Die
letztgenannte Eigenschaft qualifiziert die erfindungsgemafien
Massen jedoch auch als Stabilisator fur Nahrungsmittel,

insbesondere Emulsionen.

Die erfindungsgemafien Massen sind in geformter Form, bei-
spielsweise als Membranen oder Presskdérper, wie auch in
Schittungen zur Entfernung und/oder Rlickgewinnung von Sub-

stanzen, insbesondere aus Ldsungen geeignet. Als zu
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sorbierende Substanzen kommen sowohl organische wie auch
anorganische Substanzen in Frage. So kénnen beispielsweise
Schwermetalle aus walirigen Losungen entfernt werden, so daR
die erfindungsgemdflen Massen im Umweltschutz eingesetzt
werden kénnen. Es lassen sich ebenfalls organische Substan-
zen, insbesondere Pestizide, Herbizide und andere organische
Schadstoffe aus Lésungen entfernen. Auch in diesem Anwen-
dungsbereich kénnen die erfindungsgemé&ffen Massen im Umwelt -

schutz zur Geltung kommen.

Eine weitere interessante Anwendung besteht in der Verwendung
als Chromatographiehilfe zur Trennung oder Immobilisierung
von Biopolymeren, wie Enzymen, Antikdrpern und Katalysatoren.
So zeigen Adsorptionsdaten von Ubergangsmetallionen, dafR
diese auch mit dem Komplex von Alkali- und Erdalkalielementen
getrennt werden kénnen. Wird Lysozym beispielsweise an dem
Chitosan-Glukan-Komplex chromatographisch in einer Sa&ule
getrennt, so behdlt es 70% seiner Rktivitét.

Desweiteren kommen noch andere Anwendungen der erfindungs-
gemafen Massen in Frage, so beispielsweise zur Herstellung
von Produkten und Zubereitungen, wie Leimen, Klebemitteln,
Flockungsmitteln, Koagulationshilfen, Substraten fir Enzyme,
Adsorptionsmittel fir chromatographische Zwecke, Fertigungs-
mittel, Zusdtze zu Papier, Hilfsstoffe und Zusidtze fiir
Textilien, flir Glaswolle, fir Kunststoffe, flir Farbstoffe
fir natirliche und kunstliche H&ute, fir pharmazeutische
Kapseln, zur Zellaggregation, fir mikrobiologische Medien,
fir Kulturmedien sowie Nahrungsmittel fir Menschen und Tiere

in Frage.

Durch den guten Reinheitsgrad der hergestellten Chitin-
Chitosan-Glukan-Komplexe, d. h. den niedrigen Gehalt an
Protein und Melanin und den niedrigen Gehalt an Mineralien,
vor allem Carbonaten (Ascheanteil) und den hohen und/oder
einstellbaren Deacetylierungsgrad und durch die weitgehende

Erhaltung der Zellwandstruktur lassen sich definierte
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Produkte mit definierten Eigenschaften erhalten. Die heraus-
ragende Eigenschaft ist insbesondere die hohe Sorptions-
kapazitdt (siehe Tabelle 4), die durch alle drei Behandlungs-
schritte positiv beeinfluf wird, f£fir viele Stoffe aus
Losungen, wie biologischen Flissigkeiten (Blut, Serum),
Abwidssern usw. zur Entfernung, Lagerung und/oder Wiederver-
wertung. Auerdem ist das Produkt nicht toxisch und bio-

logisch abbaubar.

Zu den in der Praxis relevanten Verwendungen gehdrt die
Sorptionsfdhigkeit insbesondere fiir Schwermetalle, inklusive
Uran und anderen Radionukliden, sowie die fir Bakterien und
deren Toxine und Metaboliten, Proteine und Fette und andere
organische und biologische Verbindungen, wie Cholesterol,
Harnstoff, Pestizide, Dioxin, Farbstoffe, Aldehyde, S&uren

usw.

Flir verschiedene Verwendungen kann der Chitin-Chitosan-
Glukan-Komplex mit erhaltener Zellwandstruktur nicht nur als
Pulver oder Granulat, sondern auch leicht in anderen Formen
wie Film, Folie, Membran (selbsttragend), Papier, "L&sch-
papier" (insbesondere im Komposit mit Cellulose), schwamm-
artige oder gewebeartige Struktur (durch Gefriertrocknung,
z. B. Pflaster) hergestellt werden. Weitere Anwendungen sind
als Flockungsmittel fir Polyelektrolyte und Kolloide sowie

als Stabilisatoren flir Emulsionen.

In der Medizin ergeben sich mehrere Anwendungsméglichkeiten
des Produktes aufgrund seiner Eigenschaften. Aus der hohen
Sorptionskapazitéat fiur unerwinschte Stoffe und der Ungiftig-
keit, die sich im Tierversuch erwiesen hat, ergibt sich die
Anwendung als Enterosorbens flir die Reinigung des Magen-Darm-
Traktes oder des Bluts sowie die Senkung der Konzentration

bestimmter Stoffe im Blut, wie Cholesterol.

Die gewebeartige Struktur erlaubt die Herstellung von

elastischen hochpordsen, d. h. gut luftdurchlassigen
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Pflastern fir die Wundabdeckung. Es lassen sich sichtbare
Poren erzeugen. Die Porositdt 1laBt sich durch Begasung
wahrend der Gefriertrocknung einstellen. Durch Zusatz ge-
winschter Stoffe kann das Pflaster als Depot fir diese
dienen. Der Abbau von Chitin-Chitosan-Strukturen durch
Hydrolyse (z. B. mit Lysozym) setzt direkt auf dem Pflaster
Oligosaccharide enthaltend N-Glukosamin- und N-Acetyl-
glucosamineinheiten frei, die an der Geweberegeneration
teilnehmen und die Wundheilung beschleunigen. Die Zellpro-
liferation wird aktiviert, die Epithelbildung stimuliert und
die Bildung von Kollagenphasen verringert (Heilung grofRer
Wunden ohne Narben). Durch die Sorption von Bakterien wirkt
das Pflaster "bakterizid". Positiv wirkt auch die Sorption

von Entzlindungsmediatoren und proteolytischen Enzymen.

Die hohe Wasseraufnahmekapazitédt (bei der Trocknung verliert
das Produkt im Verhdltnis zum Trockengewicht 500% an Wasser)
kann das Material zur Gewebeentwasserung und Wunddrainage

eingesetzt werden.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele né&her

erlautert.

Beispiel 1

Herstellung eines Chitosan-Glukan-Komplexes aus A.niger aus
Abfall der Zitronensdureproduktion.

1. Entfernung von Protein u.a.: Zu 150 g Myzelien (Feucht-
gewicht) von A. niger in einem chemischen Reaktor von 2 1
Gesamtvolumen wurden 1,5 1 8%-ige Natronlauge zugefiigt. Die
erhaltene Dispersion wurde 60 min. bei 90°C geriihrt (60 rpm).
Danach wurde der Inhalt durch einen Gewebefilter filtriert.
Der Filterkuchen wurde noch einmal mit 1,5 1 8%-iger Natron-
lauge 60 min. bei 90°C gertGhrt. Das erhaltene Produkt wurde
filtriert und dreimal mit Wasser im 20fachen Uberschuf

gewaschen.
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2. Entfernung von Mineralien (vor allem Carbonat): Das
Produkt wurde im Reaktor mit 1,5 1 2N Salzsdure 120 - 180
Minuten bei Raumtemperatur behandelt, anschlieflend filtriert
und mit destilliertem Wasser bis zur Neutralitdt gewaschen.
Es wurden 90 - 95 g (Feuchtgewicht) Chitin-Glukan-Komplex

aus A. niger-Myzelien (oder 18 - 19 g Trockengewicht) er-
halten.
3. Deacetylierung: Das Produkt aus 2. wurde in einem

Reaktor mit 1,0 1 29%-iger Natronlauge 90 Minuten bei 125°C
gerihrt. Danach wurde die Masse Uber Glasgewebe filtriert.
Zu dem Filterkuchen wurden in einem Reaktor unter Rihren 4
1 destilliertes Wasser zugefligt. Zu der erhaltenen Dispersion
wurde im Laufe von 180 - 240 Minuten kontinuierlich 4%-ige
Salzs&ure gegeben, bis ein pH-Wert von 6,5 - 7,0 erreicht
ist. Das neutralisierte Produkt wurde filtriert und mit
destilliertem im 10fachen UberschuR gewaschen.

Es wurden 65 g (Feuchtgewicht) Chitin-Chitosan-Glukan-Komplex
aus A. niger-Myzelien (oder 17 g Trockengewicht) erhalten.
Das Produkt war farblos. Insbesondere in der Dispersion'war
zu sehen, daff die Zellwadnde erhalten geblieben waren, was
durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt wurde.
Der Deacetylierungsgrad bezogen auf das Chitin im Chitin-

Glukan-Komplex war 89%.

Beispiele 2 - 11

Herstellung von Chitosan-Glukan-Komplexen aus A. niger aus

Abfall der Zitronensdaureproduktion.

Grunds&tzlich wie Beispiel 1. Tabelle 1 gibt die unterschied-

lichen Bedingungen an.

Beispiel 10 wurde nach DE-A-29 23 802 hergestellt ("Proto-
typ) .
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Beispiel 11 zeigt eine Herstellung in pilottechnischem
Mafistab entsprechend Nr. 1: 6 kg Myzelien mit 60 1 8%-ige
Natronlauge im ersten Schritt und 60 1 2 N Salzsiure im
zweriten Schritt ergeben 4,9 kg Chitin-Glukan-Komplex, daraus
werden mit 50 1 29%-iger Natronlauge 4,5 kg (Feuchtgewicht)
Chitin-Glukan-Komplex entsprechend 0,8 kg Trockengewicht.

Entsprechend den Beispielen 1 - 9 wurden auch Chitin-
Chitosan-Glukan-Komplexe aus Myzelien von P. chrysogenum (Nr.
12 - 20), Blakeslia trispora (Nr. 21 - 29) und Streptomyces
sp. (Nr. 30 - 38) hergestellt.

Tabelle 2 zeigt die Wirkung der Proteinentfernung und der
Demineralisierung (Carbonatentfernung). Der Proteingehalt
im Chitin-Glukan-Komplex wurde mit dem Folin-Reagenz bei 750
nm (niedriger Konzentrationsbereich) und 500 nm (hoher
Konzentrationsbereich) bestimmt. Der Proteingehalt wurde aus
einer Eichgeraden mit Rinderserumalbumin-Standards nach
R.M.C. Dawson et al., "Data for Biochemical Research",
Clarendon Press, Oxford 1986, Seite 550, bestimmt, der
Melaningehalt spektrophotometrisch nach A. Malama, "Bio-
logisch aktive Stoffe aus Mikroorganismen", in Nauka i
Technika, Minsk, 1975, Seiten 120 - 126.

Tabelle 3 zeigt die Wirkung der Deacetylierung. Der Deacety-
lierungsgrad wurde mit UV-Spektroskopie nach R.A.A.
Muzzarelli, G. Rochette, "Determination of the Degree of
Deacetylation of Chitin by First Derivative UV-Spectrometry",
in Carbohydr. Res. 1985, 5, Seiten 461 - 472 bestimmt. Die
angegebene Kationaustauschkapazitdt bezieht sich auf das
Gleichgewicht. Die Nr. 10 ist der "Prototyp" nach DE 29 23
802.

Aus den Daten ist zu erkennen, daf der Deacetylierungsgrad
mit der Reaktionsdauer zunimmt, dafR aber auch bei zu hohen
Reaktionszeiten (in Abhdngigkeit von der Laugenkonzentration

und Temperatur) die Zerstdrung der Zellwdnde zunimmt. Mit
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der Reaktionsdauer nimmt auch der Anteil der wasserldslichen
Fraktion des Chitin-Chitosan-Glukan-Komplexes zu. Die
chemischen Verschiebungen im ‘H-NMR-Spektrum der léslichen
Fraktion und die Titration der Aminogruppen zeigen, daR es

sich um Chitosan handelt.

Tabelle 4 zeigt die Gleichgewichts-Sorptionskapazitéaten fur
Schwermetallkationen, die Farbstoffe Aktiv Rot und Aktiv Blau
sowie das Protein Rinderserumalbumin. Die Sorptionsex-
perimente wurden mit 0,1 g Chitosan-Glukan-Komplex in 50 ml
durchgefihrt, wobei Schwermetallkationen in Konzentrationen
von 52 mg/ml eingesetzt wurden (als Salze wurden verwendet:
Pb (NO,), Hg(Ac),, K,Cr,0, und CuSQO,), die Farbstoffmenge betrug
etwa 70 mg/ml und die Proteinmenge etwa 10 mg/ml. Die Werte
liegen deutlich lUber denen, die in der DE 29 23 802 fur den
dort hergestellten Chitosan-Glukan-Komplex (10*, Tabelle 4)
genannt wurden, die denen entsprechen, die fir den nach den
dortigen Angaben hergestellten Prototyp Nr. 10 gefunden

wurden.

AuRerdem ist flr zwei Komplexe die prozentuale Abnahme der
Cholesterinkonzentration aus 50 ml Ldésungen mit 100 mg/l und
0,1 g Chitosan-Glukan-Komplex angegeben.
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Anspruch.e

Verfahren zur Herstellung von Chitosan-Glukan-Komplexen
aus biologischen Quellen durch Behandlung der bio-
logischen Quellen mit L&sungen, dadurch gekennzeichnet,
daf3

a) als biologische Quellen chitinhaltige Mikro-
organismen mindestens einmal mit einer ersten
alkalischen Ldésung behandelt werden,

b) danach das aus Schritt a)erhaltene Produkt mit
verdiinnter Mineralsdure behandelt wird,

c) woraufhin eine weitere Behandlung mit einer
zweiten alkalischen Lésung erfolgt, deren
Alkalitdt groéfer als diejenige der alkalischen
Ldsung aus Schritt a) ist, zur nicht vollsté&ndigen
Deacetylierung der aus Schritt b) erhaltenen
Fraktion,

d) Abtrennen der festen Bestandteile, Verwerfen des
Uberstandes, Neutralisation und Waschen des Riick-

standes mit Wasser.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
die chitinhaltigen Mikroorganismen Zygomyzeten, Asco-
myzeten, Plectomyzeten, Streptomyzeten, Pyrenomyzeten,

Discomyzeten und/oder Hefen sind.

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die Behandlung mit alkalischer Ld&sung
gemdfs Schritt a) des Anspruch 1 2zwei- bis viermal

erfolgt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, daff die Behandlung mit der
ersten alkalischen Losung bei einer Temperatur von 50

bis 110°C durchgefihrt wird mit einer 1 bis 15%-igen
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alkalischen Lésung, insbesondere 5 bis 10%-igen

alkalischen Lésung.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, daf’ die Normalitit der Mineral-

sdure 0,5 - 5 ist.

Verfahren nach mindestens einem der Ansprﬁche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, daf als Mineralsiure Salzs&dure,
Salpetersdure, ortho-Phosphorsidure oder Kombinationen

davon eingesetzt werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, daR die Konzentration der
zweiten alkalischen Lésung 10 - 35 %, insbesondere
20 bis 30 % betragt.

Verfahren nach mindestens einem der Ansprliche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, daf als alkalische L&sung eine
wdfirige Lésung von Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid

verwendet wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, daf die Temperatur im Schritt
c) zwischen 90 und 150 °C liegt und die Behandlung
zwischen 30 und 180 min, insbesondere zwischen 60 und

120 min dauert.

Masse bestehend im wesentlichen aus einem Chitosan-
Glukan-Komplex erhdltlich durch ein Verfahren nach

mindestens einem der Ansprlche 1 bis 9.

Masse nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die
Masse die Struktur der Zellwand der Mikroorganismen,

aus der die Masse stammt, aufweist.
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Masse nach Anspruch 10 und/oder 11, dadurch gekenn-

zeichnet, dafR die Masse einen Ascheanteil unter 10%

aufweist.

Geformte Masse erhdltlich durch Gefriertrocknung einer
Suspension der Masse nach mindestens einem der

Anspriche 10 bis 12.

Geformte Masse nach Anspruch 13, in Form von pordsen
Filmen, Matten, Pflastern, Vliesen, insbesondere in

Form sogenannter Non-woven Textilien.

Geformte Masse enthaltend neben einer ersten Masse
gemafl einem der Anspriche 10 bis 12, eine zweite Masse,
wie Zellulose, insbesondere in Form einer Folie oder

eines Blattes.

Wundheilungsmittel im wesentlichen bestehend aus einer
Masse nach mindestens einem der Anspriche 10 bis 12 und
oder einer geformten Masse nach mindestens einemvder
Anspriche 13 bis 15 in Blatt- oder Streifenform.

Verwendung einer Masse nach mindestens einem der An-
spriiche 10 bis 12 als Sorptionsmaterial zur Entfernung
und/ocder Riickgewinnung von Substanzen, insbesondere von

Schwermetallen aus Ldsungen.

Verwendung einer Masse nach mindestens einem der An-
spriche 10 bis 12 als Sorptionsmaterial zur Entfernung
und/oder Riickgewinnung von organischen Substanzen,
insbesondere Pestiziden, Herbiziden und anderen
organischen Schadstoffen aus L&sungen, insbesondere

bioclogischen Lbsungen.

Verwendung nach Anspruch 18 als Enterosorbens in vivo.
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Verwendung einer Masse nach mindestens einem der An-
spriche 10 bis 12 und/oder einer geformten Masse nach
mindestens einem der Anspriiche 13 bis 15 als Wund-

heilungsmittel.

Verwendung einer Masse nach mindestens einem der An-
spriche 10 bis 12 und/oder einer geformten Masse nach
mindestens einem der Anspriiche 13 bis 15 als Trager flr
Wirkstoffe zur allmidhlichen Abgabe der Wirkstoffe.
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Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerstindnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

X* Veroffendichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfi
kann allein M’lp'md dieser Veroffentichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

Y® Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte ErﬁMunq
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veroffentichung mit einer oder-mehreren anderen
Verdffentlichungen dieser Kmm: Verhi_ndlﬁ gebracht wird und
diese Verbindung fur cinen Fac| naheliegend st

&° Verdffentlichung, dic Mitglied derselben Patentfamilie ist
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